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«f wo- 



A human blood peptide, hPTH (1-37), the structure of which has been elucidat- 1^ 
ed, can be used as a drug for diagnostic, medical and industrial purposes. The isola- u s 
tion of an hPTH (38-84) fragment demonstrates the existence of the hPTH (1-37). 
Removal of amino-terminal amino acids on the hPTH (1-37) reduces its biological ac- 
tivity. The hPTH (1-37) which circulates in the blood is identical to the synthetic refer- 
ence substance hPTH (1-37), but not fragments such as hPTH (1-33), hPTH (1-34) or 
hPTH (1-38). The existence of the hPTH (1-37) molecular form was proved by mass 
spectroscopy (plasma desorption method). A different biological activity and differ- 
ences in the three-dimensional peptide structure between the hPTH (1-37) fragment 
and other hPTH fragments prove that this hPTH fragment is the preferred natural 
peptide of the parathormone family, which should be used for treating diseases of the parathyroids, the circulatory and respirato- 
ry systems, the male genital organ and the kidneys. 



(57) Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft ein Peptid aus menschlichem Blut, das hPTH-(l-37). das zum Zwecke der diagnostischen, medizini- 
schen und gewerblichen Verwendung als Arzneimittel in seiner Struktur aufgeklart wurde. Die Isolierung eines Fragments hPTH- 
(38-84) beweist die Existenz des hPTH-(l-37). Entfernung amino-terminaler Aminosauren am hPTH-Fragment-(l-37) verminden 
seine biologische Wirksamkeit. Das im Blut zirkulierende hPTH-(l-37) ist identisch mit der synthetischen Referenzsubstanz 
hPTH-(l-37), nicht aber mit Fragmenten wie hPTH-(i-33), hPTH-(l-34) oder hPTH-(l-38). Die Molekulform hPTH-(l-37) wurde 
durch Massenspektrometrie (Plasmadesorptionsverfahren) bewiesen. Unterschiedliche biologische Aktivitat und Unterschiede in 
der raumlichen Peptidstruktur des hPTH-Fragments-(l-37) gegenuber anderen hPTH- Fragmenten beweisen, daS dieses hPTH- 
Fragment das vorzugliche, natiirliche Peptid der Parathormonfamilie darstellt, welche zur Behandiung von Erkrankungen von 
Nebenschilddriise, Kreislauf, Aiemwege, mannlichem Genitalorgan und Nieren benutzt werden sollte. 
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Beschreibune 

hPTH-Fragment-(l-37), seine Herstellung, dieses enthaltende Arzneimittel und 

seine Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein hPTH-Fragment-(l-37), seine Herstellung, 
dieses enthaltende Arzneimittel und seine Verwendung. 

Humanes Parathormon (hPTH), das Hormon der Nebenschilddriisen, stellt ein 
potentiell wichtiges therapeutisches Hilfsmittel, z.B. fur die Behandlung der 
Osteoporose und des Hypoparathyreoidismus, dar. 

Die Osteoporose (Verminderung der Knochenmasse) (Riggs und Melton, N. Engl. 
J. Med. 314 1676-1686, 1986) ist eine haufige Krankheit, von der vor allem Frauen 
in der Menopause und altere Menschen betroffen sind. Die BetrofFenen leiden je 
nach Auspragung unter haufigen Frakturen im Bereich der Wirbelsaule, der 
Unterarme oder Oberschenkel, Schmerzen bis zur volligen Unbeweglichkeit, Verlust 
der Arbeitsfahigkeit und sozialer Kontakte sowie einem hoheren Sterblichkeitsrisiko. 
Eine Heilung gilt derzeit als kaum moglich {Consensus Development Conference: 
Prophylaxis and Treatment of Osteoporosis, 1987). Tierexperimentelle 
Untersuchur ■ (Selye, Endocrinology, 16, 547-558, 1932; Kalu et ai, Lancet 
1363-1366, 1970; Hefti et al, Clin. Science 62, 389-396, 1982; Tarn et al t 
Endocrinology 110, 506-512, 1982; Podbesek et al., Endocrinology 112, 1000- 
1006, 1983; Gunness-Hey und Hock, Metab. Bone Dis. & Rel Res. 5, 177-181 
1984) sowie neuere histomorphometrische Befunde beim primaren 
H>T3erparathyreoidismus (Delling et ai, Klin. Wochenschr. 65, 643-653, 1987) 
legen die Vermutung nahe, dafi durch eine Behandlung mit PTH eine Zunahme der 
Knochenmasse erzielt werden kann. Reeve et al. {Br. Med. J. 1340-134, 1980) 
erreichten bei Patienten mit Osteoporose durch taglich verabreichte kleine Dosen 
von PTH tatsachlich eine Verbesserung der trabekularen Knochenstruktur bei jedoch 
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leicht abnehmender corticaler Knochenmasse. Neuere Befunde sprechen dafiir, dafi 
PTH bei zusatzlicher Verabreichung von knochenaktiven Substanzen, wie z.B. 1,25- 
Vitamin-D 3 (Slovik et al, J. Bone Miner. Res. 1, 377-381 1986), Calcitonin 
(Hesch et al, Calcif. Tissue Int. 44> 176-180, 1989) oder Ostrogen (Reeve et al, 
Proceedings of the 5th International Congress on Bone Morphometry, Niigata, 24.- 
29. 7. 1988 X die Knochenmasse der Spongjosa ohne Corticalis-Verlust erhoht. 

Der Hypoparathyreoidismus (PTH-Mangel) (Kruse, Monatsschr. Kinderheilkunde 
136. 652-666, 1988) tritt entweder congenital oder als Folge einer Operation oder 
von Bestrahlungen im Halsbereich auf und fuhrt zu einer erniedrigten Calcium- 
Konzentration im Blut. Die Patienten neigen zu Krampfanfallen. Besteht der PTH- 
Mangel bereits im Kindesalter, drohen langfristig verminderte geistige Entwicklung 
und eine defekte Zahn- und Knochenentwicklung. Eine Therapie mit Calcium- 
und/oder Vitamin-D-Praparaten normalisiert zwar bei den meisten Patienten die 
Calcium-Konzentration im Serum, ist jedoch mit einem erhohten Risiko von 
Nierenschadigungen verbunden. Dieses Risiko einer medikamentosen Behandlung 
kann durch eine Hormonsubstitutionstherapie mit PTH vermieden werden. 

Schliefilich hat sich in jungster Zeit gezeigt, daB das Parathyreoidhormon 
blutdrucksenkende Wirksamkeit aufweist {Nickols, Blood Vessels 24, 120-124, 
1987). 

Sowohl bei der Behandlung von Osteoporose und Hypertonus als auch bei der 
Hormonsubstitution bei Hypoparathyreoidismus muB das PTH regelmaBig iiber 
einen langen Zeitraum, gegebenenfalls lebenslang, verabreicht werden. Das 
verwendete PTH muB deshalb frei von Verunreinigungen sein und darf nicht die 
Bildung von Antikorpern hervorrufen. Diesen Anforderungen kann am wirksamsten 
durch chemisch oder gentechnologisch synthetisierte Peptide mit der 
Aminosauresequenz des menschlichen PTH entsprochen werden. Das sezernierte 
PTH-Molekiil besteht aus 84 Aminosauren [hPTH-(l-84)] dieser GroBenordnung 
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sind einer chemischen Synthese jedoch nur schwer zuganglich und besser 
gentechnologisch herstellbar. 

Bisher sind zwei verschiedene Peptide mit den aminoterminalen Teilsequenzen des 
humanen PTH - das hPTH-(l-34) und das hPTH-(l-38) - synthetisiert worden. Bei 
der klinischen Erprobung im Rahmen einer Einmalinjektion fur eine diagnostische 
Anwendung zeigten sich sowohl bei hPTH-(l-34) (Mallette et aL, J. Clin Endocrin. 
Metab. 67, 964-972, 1988) als auch bei hPTH-(l-38) (Kruse und Kracht, Eur. J. 
Pediatr. 146 . 373-377, 1987) die aufgrund friiherer Erfahrungen mit extrahiertem 
Rinder-PTH (bPTH) erwarteten kurzfristigen Effekte, d.h. vorubergehende 
Stimulation der Ausscheidung von Phosphat und cyclischem Adenosinmonophosphat 
(cAMP) im Urin und vorubergehende Erhohung der cAMP-Konzentration im 
Plasma. 

Bei der therapeutischen Erprobung dieser Peptide bei einer kleinen Anzahl von 
Osteroporose-Patienten konnten sowohl mit hPTH-(l-34) {Reeve et aL, Proceedings 
of the 5th International Congress on Bone Morphometry, Niigata, 24.-29.7.1988) 
als auch mit hPTH-(l-38) (Hesch et aL, Calcif. Tissue Int 44, 176-180, 1989) 
gewisse Erfolge erzielt werden. 

Nachteilig an den bisher fur die klinische Anwendung verfugbaren PTH- 
Fragmenten ist jedoch, daB sie in einigen Patienten die Bildung von Antikorpern 
hervorrufen, welche die Wirkung der exogen zugefiihnen Fragmente oder sogar des 
korpereigenen PTH aufheben konnen [vgl. beispielsweise fur hPTH-(l-34), Audran 
et aL, J. Clin. Endocrinol. Metab. 64, 937-943, 1987 und fur hPTH-(l-38) 
Stogmann et aL, Monatsschr. Kinderheilk. 136, 107 1988]. 

Vor etwa 20 Jahren wiesen Berson und Yalow {J. Clin Endocrinol. Metab. 28, 
1037-1047, 1968) nach, daB verschiedene PTH-Fragmente im menschlichen Plasma 
vorkommen, die entweder durch raschen peripheren Abbau des Gesamtmolekiils 
oder aber durch Sekretion von PTH- Fragmenten entstanden sein konnten. Es zeigte 
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sich, daB die in der Zirkulation mengenmafiig iiberwiegenden Produkte des 

peripheren PTH-Metabolismus groBe carboxylterminale PTH-Fragmente ohne 

biologjsche Aktivitat sind, die in der Leber gebildet werden (beispielsweise D* Amour 

und Huet, Am. J. Physiol 246, E249-255, 1984). Aufgrund der vorliegenden 

Untersuchungsergebnisse wurde angenommen, daB bei intakter Nierenfunktion das 

hPTH-(l-84) die dominierende biologisch aktive PTH-Form ist. Bei eingeschrankter 
• 

Nierenfunktion trat hingegen in fraktioniertem Plasma der jeweiligen Patienten in der 
Elutionsposhion des hPTH-(l-34) ein deutlicher Gipfel in Erscheinung (vgl. 
Grunbaum et al, Am. J. Physiol 247, £442-448, 1984). 

Die Existenz eines biologisch aktiven, im menschlichen Plasma gesunder 
Patienten zirkulierenden PTH-Fragments konnte bisher nicht nachgewiesen 
werden. 



Es ist daher verschiedentlich versucht worden, den endogenen Abbau des PTH 
durch in vitro Untersuchungen zu simulieren, urn auf diese Weise Riickschliisse auf 
primare Spaltstellen in dem Gesamtmolekiil zu Ziehen. In diesem Zusammenhang 
wurde nahezu jede Position zwischen den Aminosauren Nr. 5 und Nr. 43 des 
aminoterminalen Endes in Betracht gezogen (vgl. beispielsweise Barling et al, Int. 
J. Biochem., 16, 815-821, 1984). Unter anderem fiihrten Zull und Chuang (J. 
Biol Chem. 260, 1608-1613, 1985) Untersuchungen mit bPTH und Cathepsin D 
durch. Sie konnten nachweisen, daB bei der enzymatischen Spaltung von Rinder- 
PTH (bPTH) mit dem aus Rindermilz stammenden Enzym die C-terminalen 
Fragmente (35-84) und (38-84) sowie die komplementaren N-terminalen Fragmente 
(1-34) und (1-37) gebildet werden. Gegeniiber dem von uns gefundenen Fragment 
hPTH-(l-37) unterscheidet sich das in dieser Arbeit beschriebene bPTH in den 
Positionen 1 (Ser anstatt Ala), 7 (Leu anstatt Phe) und 16 (Asn anstatt Ser). Die 
letztgenannten, bovinen Fragmente erwiesen sich bei in vitro Untersuchungen mit 
Nierenmembranen aus Ratte und Rind als biologisch aktiv, wobei jedoch das 
Fragment^ 1-3 7) nur in sehr geringen Mengen nachweisbar war und schnell zu 
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Fragment-(l-34) hydrolysiert wurde. Die Autoren schlossen daraus, daB das 
Endprodukt des enzymatischen Abbaus von PTH durch Cathepsin D beim Rind das 
Fragment-(l-34) ist. Derngegeniiber bezweifelten andere Autoren, dafl in vivo 
uberhaupt N-terminale PTH-Fragment im Plasma erscheinen (vgl. beispielsweise 
Goltzman et al, J. Clin. Invest. £5, 1309-1317, 1980). So konnten bei normalen 
Ratten keine durch peripheren Abbau gebildeten, biologisch aktiven, N-terminalen 
PTH-Fragmente nachgewiesen werden (Bringhurst et al, Am. J. Physiol. 255. 
E886-893, 1982). MacGregor et al, (J. Biol. Chem. 26L 1929-1934, 1986) 
fanden, daB bovine Nebenschilddrusen in Kultur keine biologisch aktiven, N- 
terminalen PTH-Fragmente sezernieren. ZusammengefaBt legten diese Befunde 
zum Zeitpunkt der vorliegenden Erfindung nahe, daB im menschlichen oder 
tierischen Blutplasma keine biologisch aktiven, N-terminalen PTH-Fragmente 
zirkulieren. 

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein neues hPTH- Fragments 1-37) 
bereitzustellen, das ein gut zugangliches Arzneimittel mit der biologischen und 
therapeutischen Aktivitat von naturlichem Parathormon (PTH) ist, welches 
mindestens den Wirkungsgrad der bekannten hPTH-Fragmente (1-34) und (1-38) 
aufweist und deren Nachteile - insbesondere die Induktion der Antikorperbildung - 
vermeidet. 

Weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung eines 
HersteUungsverfahrens fiir dieses hPTH-Fragment-(l-37) sowie die Anwendung als 
Arzneimittel fur verschiedene therapeutische und diagnostische Indikationen. 

Diese Aufgaben werden durch ein hPTH-Fragment mit neuer Aminosaurensequenz 
gelost. 
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Die voriiegende Erfindung berxifft somit: 

Ein hPTH-Fragment-(l-37) mit der Aminosaurensequenz Ser - Vol - Ser - Glu - lie 
- Gin - Leu - Met - His - Am - Leu - Glv - Lvs - His - Leu - Asn - Ser - Met - Glu - 
Are - Val - Glu - Tm - Leu - Are - Lvs - Lvs - Leu - Gin - Asp - Val - His - Asn - 
Phe - Val - Ala - Leu sowie seine naturlichen und pharmakologisch vertraglichen 
Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, phosphorylierte und glycosylierte 
hPTH-(l-37)-Derivate. 

Die voriiegende Erfindung betrifft weiter ein Verfahren zur Herstellung dieses hPTH- 
Fragmentes-(l-37) oder seiner Derivate dadurch gekennzeichnet, daB dieses iiber 
eine prokaryontische oder eine eukaryontische Expression hergestellt und 
chromatographisch gereinigt wird, sowie ein weiteres Verfahren zur Herstellung des 
hPTH-Fragmentes-(l -37) oder seiner Derivate, indem man es aus menschlichem Blut 
iiber Chromatographie- Verfahren in bekannter Weise isoliert, und schlieBlich ein 
Verfahren zur Herstellung des hPTH-Fragmentes-(l-37) oder seiner Derivate, indem 
man dieses hPTH-Fragment durch die iiblichen Verfahren der Festphasen- und 
Flussigphasen-Synthese aus den geschiitzten Aminosauren, die in der angegebenen 
Sequenz enthalten sind, herstellt, deblockiert und es mit den gangigen 
Chromatographie- Verfahren reinigt. 

ErfuidungsgemaB hat es sich uberraschenderweise gezeigt, daB das kiirzeste hPTH- 
Fragment mit voller biologischer Aktivitat, welches durch primare Spaltung des 
hPTH-(l-84) im menschlichen Korper entsteht, das hPTH-(l-37) ist (vgl. Beispiel 1). 
Uberraschenderweise zeigte sich auch, daB sich die Raumstruktur von hPTH-(l-37) 
deutlich von den bisher bekannten Fragmenten unterscheidet (vgl. Beispiel 5), was 
auf seine besonderen Struktur-Wlrkungs-Beziehungen und Antigen-Eigenschaften 
hinweist. 

Das hPTH-Fragment-(l-37) wurde chemisch synthetisiert (vgl. Beispiel 2) und als 
Arzneimittel zubereitet. Auch die gentechnologjsche Herstellung uber ubliche 
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Vektoren ist erarbeitet: auf gentechnologischem Wege wird das hPTH-(l-37) Peptid 
sowohl (1) in pro- als auch (2) in eukaryontischen Organismen hergestellt. Fur die 
prokaryontische Expression benutzen wir vorzugsweise Escherichia coli. Hierfur 
stehen u.a. Expressionsvektoren zur sekretorischen Expression (z.B. pSP6, pRit- 
Derivate, Pharmacia), zur direkten cytoplasmarischen Expression (z.B. pKK- 
Derivate, Pharmacia) oder Expression als Fusionsprotein (pMC1871, Pharmacia) 
zur Verfugung (Literatur siehe bei Marston et al., Biochem. J., 240, 1-12, 1986). 
Fur die eukaryontische Expression haben wir verschiedene Organismen und 
Vektoren zur Verfugung, z.B. Insektenzellen {Summers and Smith, 
Tex. Agric. Exp. Stn. (bull) 1555, 1987), Hefen (Hitzeman et al., Nature, 221 717- 
722, 1981), filamentose Pilze (Yelton et al, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 81, 1470- 
1474, 1984)) und Saugerzellen (Zettlmeissl et al., Biotechnology, i, 720-725, 
1987), von denen wir vorzugsweise die Insektenzellen benutzen. Das exprimierte 
Peptid wird mit Methoden der Chromatographie gereinigt, vorzugsweise wie in 
Beispiel 1 angegeben. 

Die Arzneimittelzubereitung enthalt hPTH-(l-37) oder ein physiologisch 
vertragliches Salz des hPTH-(l-37). Die Form und Zusammensetzung des 
Arzneimittels, welches das hPTH-(l-37) enthalt, richtet sich nach der Art der 
Verabreichung. Das humane PTH-(l-37) kann parenteral, intranasal, oral und mittels 
Inhalation verabreicht werden. Vorzugsweise wird hPTH-(l-37) zu einem 
Injektionspraparat, entweder als Losung oder als Lyophilisat zur Auflosung 
unmittelbar vor Gebrauch, konfektioniert. Die Arzneimittelzubereitung kann 
auBerdem Hilfsstoffe enthalten, die abfulltechnisch bedingt sind, einen Beitrag zur 
Loslichkeit, Stabilitat oder Sterilitat des Arzneimittels leisten oder den Wirkungsgrad 
der Aufnahme in den Korper erhohen. Die zu verabreichende Tagesdosis hangt von 
der Indikation ab. Bei der Therapie der Osteoporose durch i.v./i.m. Injektion hegt 
sie im Bereich von 100 bis 1200 Einheiten (/ig)/Tag, bei taglicher subcutaner 
injektion vorzugsweise bei 300 - 2400 Einheiten (Mg)/Tag. Die Bestimmung der 
biologjschen Aktivitat basiert auf Messungen gegen internationale und hauseigene 



WO 91/06564 PCT/EP90/01807 




Referenzpraparationen fur humane PTH-Fragmente in einem gebrauchlichen 
biologischen Testverfahren fur hPTH-Fragmente. 

Das erfindungsgemafle Fragment hPTH-(l-37) eignet sich in besonderer Weise als 
Langzeit-Therapeutikum bei Hypoparathyreoidismus und Osteoporose, da es uber 
eine ausgezeichnete biologische Wirksamkeit verfiigt und. andererseits auch bei 
lebenslanger Dauerbehandlung keine Immunreaktion auslost. 

Das erfindungsgemafle Praparat ist ferner als Blutdruck-stabilisierendes Mittei und 
insbesondere zur Langzeit- bzw. Dauerbehandlung bei essentieller Hypertonie 
geeignet. 

Das erfindungsgemafle Praparat ist weiter als Mittei zur Therapie von 
Nierenerkrankungen, in der Intensivpflege und bei Lungenerkrankungen anzuwenden 
(vgl. Beispiel 6). 

Das erfindungsgemafle Praparat ist weiter als Mittei zur Therapie der mannlichen 
Impotenz einzusetzen (vgl. Beispiel 6). 



Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen und den folgenden 
Abbildungen, auf die in den Beispielen Bezug genommen wird, erlautert: 

Es zeigen: 

Abb. 1: Sephadex G 25 - Praparative Large-Scale-Gel-Chromatographie des 
Alginsaure-Eluats zur Grobauftrennung nach Molekulargewicht und zur Entsalzung 
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des Rohpeptklextraktes. Im schraffierten Bereich befinden sich die durch RIA 
bestimmten hPTH-Fragmente. 

Saule: Pharmacia K 100/100; ID 10 cm x 80 cm 

Material: Sephadex G 25 medium 

Eluent: 1 M Essigsaure 

Fluflrate: 5 ml/min 

Absorption: 280 nm 

Abb. 2: Preparative HPLC-Kationen-Austauscher-Chromatographie zur weiteren 
Auftrennung des Peptidmaterials aus Abbildung 1. Fraktionen 2 bis 5 von jeweils 16 
ml enthalten je Fraktion mehr als 640 pMol hPTH-(44-68)-IR Material (schraffiert). 

Saule: HPLC-Stahlsaule 2 cm x 10 cm 

Material: Parcosil Pepkat 

Eluent: A: 5 mM K 2 HPO^ pH 3,0; B: wie A in 1 M NaCl 
Fluflrate: 8 ml/min 
Absorption: 280 nm 
Gradient: 0 - 60 % B in 60 min 

Abb. 3: Semipraparative RP-Chromatographie zur Auftrennung der Fraktionen 2 
bis 5 aus Abbildung 2. In Fraktion 17 und Fraktion 20 von je 3 ml befinden sich 
jeweils mehr als 180 pMol durch RIA auf hPTH-(44-68) nachweisbare hPTH- 
Fragmente: 

Saule: HPLC-Stahlsaule 1 cm x 10 cm 

Material: Orpegen RP HD-Gel 7/300 

Eluent: A: 0,01 M HC1; B: wie A in 80 % Acetonitril 

Fluflrate: 3 ml/min 

Absorption: 280 nm 

Gradient: 0 - 60 % B in 60 min 

Temperatur: 45° C 
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Abb. 4: Aufarbeitung der Fraktion 20 aus Abbildung 3 mit semipraparativer 
Kationen-Austauscher-Chromatographie. Fraktionen 32 und 33 von je 10 ml 
enthalten 750 bzw. 600 pMol eines hPTH-Fragmentes, das mit dem RIA auf hPTH- 

(44-68) nachweisbar ist. 

Saule: HPLC-Stahlsaule 1 cm x 5 cm 
Material: Parcosil Pepkat 

Eluent: A: 5 mM K 2 HP0 4 pH 3,0; B: wie A in 1 M NaCl 
FluBrate: 3 ml/min 
Absorption: 230 ran 
Gradient: 0 - 50 % B in 50 min. 

Abb. 5: Zwischenschritt 1: Analytische RP-Chromatographie der Fraktionen 32 und 
33 aus Abbildung 4. Es sind zwei Molekulformen von hPTH-(44-68)-IR 
nachweisbar, namlich in Fraktion 12 von 3 ml mit iiber 150 pMol und in Fraktion 
15 und 16 von je 3 ml mit jeweils iiber 300 pMol. 

Saule: HPLC-Stahlsaule 1 cm x 10 cm 

Material: Orpegen RP HD-Gei 7/300 

Eluent: A: 0,1 % TFA; B: wie A in 80 % Acetonitril 

FluBrate: 3 ml/min 

Absorption: 280 ran 

Gradient: 0 - 40 % B in 60 min 

Temperatur: 45* C 

Abb. 6: Zwischenschritt 2: Analytische Kationen-Austauscher-Chromatographie der 
Frakionen 15 und 16 aus Abbildung 5. Die hPTH-(44-68)-IR Substanz ist besonders 
in Fraktion 9 von 2 ml (iiber 200 pMol) konzentriert. 

Saule: HPLC-Stahlsaule 0,5 cm x 5 cm 

Material: Parcosil Pepkat 

Eluent: A: 5 mM K,HPO^ ph 3,0; B: wie A in 1 M NaCl 
FluBrate: 0,7 ml/min 
Absorption: 230 nm 
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Gradient: 0 - 50 % B in 50 min 

Abb. 7: Hydrophobe-Interaktions-Chromatographie der Fraktionen 8 und 9 aus 
Abbildung 6. Die Fraktionen 5 bis 10 von je 0,87 ml enthalten das hPTH-(44-68)-IR 
Material in Konzentrationen von jeweils iiber 170 pMol/Fraktion. 

Saule: HPLC-Stahlsaule 0,5 cm x 5 cm 

Material: Parcosil Pro HIC 

Eluent: A: 100 mM Na^HPO^ pH 6,5 
B: wie A in 3 M (NH^^SO^ 

Flufirate: 0,7 ml/min 

Absorption: 230 nm 

Gradient: 100 - 0 % B in 45 min 

Abb. 8: Analytische RP-Chromatographie der Fraktionen 5 bis 10 aus Abbildung 7. 
Es zeigt sich ein Hauptpeak mit der hPTH-{44-68)-IR. 

Saule: HPLC-Stahlsaule 0,5 x 10 cm 

Material: Orpegen RP HD-Gel 7/300 

Eluent: A: 0,1 % TFA; B: wie A in 80 % Acetonitril 

Flufirate: 0,7 ml/min 

Absorption: 230 nm 

Gradient: 0 - 40 % B in 60 min 

Temperatur: 25° C 

Abb. 9: Analytische RP-Chromatographie zur Endreinigung des hPTH-Fragmentes. 
Das Material der Fraktion 25 aus Abbildung 8 wurde rechromatographiert, und es 
ergibt sich im Hauptpeak ein hochreines Peptid, dessen Sequenz als hPTH-(38-84) 
bestimmt wurde. 

Saule: HPLC-Stahlsaule 0,5 cm x 10 cm 

Material: Orpegen RP HD-Gel 7/300 

Eluent: A: 0,1 % TFA; B: wie A in 80 % Acetonitril 

Flufirate: 0,7 ml/min 
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Absorption: 230 run 
Gradient: 0 - 40 % B in 60 min 
Temperatur: 45° C 



Abb. 1 0: Reversed-Phase-HPLC-Chromatographie der synthetischen hPTH- 
Fragmente aus dem N-terminalen Bereich, namlich hPTH-(l-33), hPTH-(l-34), 
hPTH-(l-37), hPTH-(l-38). Werden diese Fragmente als Referenz fur natiirliche, im 
Blut zirkulierende Fragmente des N-Terminus von hPTH benutzt, laflt sich 
darstellen, daB das hPTH-(l-37) die korrekte Molekiilform im humanen Blut ist. 



Saule: Parcosil ProRP 300 - 7, C4, 125 x 4 mm 

Temperatur: 55* C 

EluentA: 0,1 % Trifluoressigsaure 

B: wie A + 80 % Acetonitril 
Gradient: Start - 25 % B 

55 min- 50 % B 

60 min - 100 %B 
Absorption: 230 nm 
Flufirate: 0,7 ml/min 



Abb. 11: Zeitlicher Verlauf der intrazellularen cAMP-Konzentration von PC- 12- 
Zellen nach Stimulation mit hPTH-Fragmenten. 1,5 x 10 s Zellen wurden mit 10* 7 M 
hPTH-(l-33), hPTH-(l-37) und hPTH-(l-38) in Gegenwart von 10' 4 M IBMX 0, 
2,5, 5, 10 und 20 min lang inkubiert. Zur Kontrolle wurden Zellen 20 min lang 
nur mit IBMX inkubiert. Die Werte sind Mittelwerte von Dreifachansatzen +- S.D. 

Abb. 12: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen der Konzentration hPTH-(l-33), 
hPTH-(l-37) und hPTH-(l-38) und intrazeUularem cAMP-Spiegel in PC-12-Zellen 
nach 5 min Stimulation. 2,2 x 10 5 PC-12-Zellen wurden 5 min lang mit jeweils 10* 1 1 
(Doppelansatz), 10" 10 , lO -9 , 10" 8 und 10" 7 M hPTH-(l-33), hPTH-(l-37) und 
hPTH-(l-38) in Dreifachansatzen in Gegenwart von 10" 4 M IBMX inkubiert und 
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die intrazellulare cAMP-Konzentration gemessen. IBMX-Kontrollwerte ohne PTH- 
Fragmente: 18,0, 26,1, 20,9. Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte +- S.D. 

Abb. 13: UV-ZirkuIar-Dichroismus-Spektren der PTH-Fragmente hPTH-(l-33), 
hPTH-(l-37) und hPTH-(l-38). Im Vergleich zu anderen hPTH-Fragmenten weist 
das hPTH-(l-37) eine besonders prominente Struktur auf. 

Abb. 14: Aufreinigung des chemisch synthetisierten hPTH-(l-37) im ersten Schritt. 
Hier wurde fur das Rohprodukt eine Kationen-Austauscher-Chromatographie 
durchgefuhrt. Nach der Referenz erscheint das synthetische hPTH-(l-37) in dem 
groBeren Peak bei einer Retentionszeit von 29 min (Pfeil). 

Saule: Parcosil PepKat 300-7, 125 x 4 mm 

Temperatur: 25" C 

Elutionsmittel: A: 5 mM NaH 2 PO^ 

B: 5 mM NaH 2 PO^ 1 M NaCl, pH = 3,0 
Gradient: Start - 5 % B 

57 min - 100 % B 
Absorption: 230 nm 
Fluflrate: 1 ml/min 

Abb. 1 5: Reversed-Phase-HPLC-Chromatographie des vorgereinigten Materials aus 
Abbildung 14 im semipraparativen MaBstab. Man erhalt einen ab 22,50 min 
eluierenden Hauptpeak, der der Referenz des hPTH-(l-37) entspricht. 

Saule: Parcosil ProRP 300-7, C 4, 100 x 20 mm 

Temperatur: 25" C 

Absorption: 230 nm 

Elutionsmittel: A: 0, 1 % Trifluoressigsaure 
B: wie A + 80 % Acetonitril 
Gradient: 0 - 100 % B in 60 min 
FluBrate: 7 ml/min 
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Abb. 16: Reversed-Phase-HPLC-Chromatographie des Materials aus Abbildung 15 
mit Darstellung der Endreinigung. Der Peak entsprich der Referenz von chemisch 
synthetisiertem hPTH-(l-37). 



Abb. 17: Plasmadesorptionsmassenspektrum des synthetischen hPTH-(l-37) aus der 
Preparation von Abbildung 16. Das gefundene Molekulargewicht von MG 4398,1 
stimmt im Fehlerbereich < 0,1 % mit der theoretisch berechneten Masse von MG 
4401,0 des Molekiils liberein. Nebensequenzen sind nicht sichtbar. Der Peak bei 
MG 220 l t 5 entspricht der doppelt ionisierten Form, ebenfalls innerhalb der 
Fehlergrenze der Messung. Diese Massenbestimmung wurde durch 
Gegensequenzierung bestatigt. 



Saule: Parcosil ProRP, 300-7, C 18, 125 x 4 mm 
Temperatur: 25° C 
Absorption: 230 nm 

Elutionsmittel: A: 0, 1 % Trifluoressigsaure 



B: wie A + 80 % Acetonitril 



Gradient: 0 - 100 % B in 60 min 
FluBrate: 0,7 ml/min 



Beispiel 1 



Indirekter Nachweis der Sequenz eines zirkulierenden, 
biologisch aktiven PTH-Fragments 



Als Ausgangsmaterial wurde Hamofiltrat verwendet, das in grofien Mengen bei 
der Behandlung niereninsuffizienter Patienten anfallt und alle 
Plasmabestandteile bis zu einer MolekiilgroBe von ca, 20,000 Dalton enthalt 
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I. Gewinnung des Rohpeptidmaterials 

Das Hamofihrat wurde mittels einer Hamofiltrationsanlage der Firma Sartorius unter 
Verwendung von Cellulosetriacetat-Filtern mit einer AusschluBgroBe von 20.000 
Dalton (Typ SM 40042, Sartorius, Gottingen, BRD) gewonnen. Das Filtrat 
stammte von niereninsuffizienten Patienten, die sich durch Langzeit-Hamofiltration in 
einer stabiien StofFwechsellage befanden. 1000 1 Hamofiltrat wurden gewonnen und 
unmittelbar nach der Gewinnung mittels Durchlauferhitzung, Ansauern und Zugabe 
von Enzyminhibitoren gegen proteolytischen Abbau geschiitzt. Anschlieflend wurde 
durch Algjnsaureextraktion nach dem Verfahren von Forssmann der DE 36 33 797 
Al eine Rohpeptidfraktion (ca. 100 g) gewonnen. 



II. Isolierung einer Fraktion (Code 51.5) mit Immunreaktivitat in 
mittelregional- und C-terminal-spezifischen Radioimmunoassays fur 
Parathormon (PTH) 

1. Entsalzen des Rohpeptidmaterials iiber Sephadex G 25 

Die Rohpeptidfraktion aus der Alginsaure-Extraktion wurde iiber eine mit Sephadex 
G-25 (Pharmacia, Uppsala, Schweden) gefullte Saule, die mit 1 M Essigsaure 
equilibriert war, bei 8' C gelchromatographisch aufgetrennt (Abb. 1). 

Die Immunreaktivitat in den Pools I bis IV wurde in einem Radioimmunoassay 
(RIA) fur humanes PTH mit mittelregionaler Spezifitat [hPTH-(44-68)-RIA, Fa. 
Immundiagnostik, Darmstadt, BRD] gemessen. Nach den Angaben des Herstellers 
betragt die untere Nachweisgrenze 6 fMol/Test des verwendeten Standards [hPTH- 
(44-68)]. Intra-Assay- bzw. Inter-Assay- Variationskoefrizienten liegen bei 10 bis 13 
% bzw. 12 bis 21 %. Die synthetischen hPTH-Peptide hPTH-(l-34), hPTH-(28-48) 
und hPTH-(64-84) zeigen keine Kreuzreaktion, die Peptide hPTH-( 53-84) und 
hPTH-(l-84) 100 % Kreuzreaktion im hPTH-(44-68)-RIA. 



WO 91/06564 



16 



PCT/EP90/01807 




Pool I enthielt die gesamte im hPTH-(44-68)-RIA gemessene Immunreaktivitat, 
wahrend in den anderen Fraktionen keine Immunreaktivitat nachzuweisen war. 

Pool I enthielt auch die hochste C-terminale Immunreaktivitat, gemessen im hPTH- 
(53-84)-RIA (Fa. Immundiagnostik, Darmstadt, BRD). Der hPTH-(53-84)-RIA hat 
nach Herstellerangabe eine untere Nachweisgrenze von 4 fMol/Test des 
verwendeten Standards [hPTH-( 53-84)]. Die Intra-Assay- bzw. Inter-Assay- 
Variationskoeffizienten liegen bei 8,3 bis 9,8 bzw. 11 bis 14 %. Die synthetischen 
hPTH-Peptide hPTH-(l-34), hPTH-(28-48) und hPTH-(44-68) zeigen keine 
Kreuzreaktion, die Peptide hPTH-(64-84) und hPTH-(l-84) 100 % Kreuzreaktion 
imhPTH-(53-84)-RIA. 

Pool I (schraffiert) wurde fur die weitere Isolierung eingesetzt, da hier aufgrund der 
Messungen in zwei PTH-RIA die hochste Konzentration an C-terminalen PTH- 
Fragmenten auftrat. 

2. Praparative Kationen-Austauscher-Chromatographie von Pool I 

Eine weitere praparative Auftrennung erfolgte bei Raumtemperatur iiber eine 
Kationen-Austauschersaule (Abb. 2). Es wurden zusammengenommen ca. 6 g des 
Materials aus Pool I in 12 identischen Chromatographielaufen aufgetrennt und die 
Immunreaktivitat im hPTH-(44-68)-RIA verfolgt (Abb. 2). Die in der Tabelle nicht 
gezeigten Fraktionen 2-5 (schraffiert) enthielten die hochste Immunreaktivitat im 
hPTH-(44-68)-RIA und wurden fiir die weitere Auftrennung gepoolt. Sie enthielten 
auch die hochste Immunreaktivitat im hPTH-(53-84)-RIA. 

3. Semipraparative Reversed-Phase-Chromatographie des immunoreaktiven 
Pools aus der praparativen Kationen-Austauscher-Chromatographie (Stufe 2) 
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Der immunreaktive Pool (ca. 200 mg) wurde iiber eine semipraparative Reversed- 
Phase (RP)-Chromatographie bei 45° C weiter gereinigt (Abb. 3). Die 
Immunreaktivitat im hPTH-(53-84)-RIA (Abb. 3) bzw. im hPTH-(44-68)-RIA 
(Abb. 3) trat in zwei unvollstandig voneinander getrennten Peaks auf. 

Die Aufarbeitung des hinteren, im RIA starker reagierenden Pools wird im folgenden 
genauer geschfldert (Abb. 4 bis 6) und fiihrte nach Durchlaufen der Stufen 4 bis 6 zu 
der Fraktion 51.5, die einer Sequenzanalyse zugefuhrt wurde. 

Die nicht aufgefuhrten Fraktionen enthielten keine mefibare Immunreaktivitat. 

4. a) Semipraparative Kationen-Austauscher-Chromatographie des 
immunreaktiven Pools aus der semipraparativen RP-Chromatographie (Stufe 3) 



Der hintere immunreaktive Pool aus der vorhergehenden RP-Chromatographie 
wurde iiber eine semipraparative Kationen-Austauschersaule bei Raumtemperatur 
chromatographiert (Abb. 4) und die mittelregjonale und C-terminale PTH- 
Immunreaktivitat (ohne Abb.) erschien in den Fraktionen 32-33. Diese wurden 
gepoolt (SchrafFur) und weiterverarbeitet. Die nicht aufgefuhrten Fraktionen 
enthielten keine mefibare Immunreaktivitat. 

b) Analytische RP-Chromatographie des immunreaktiven Pools aus 4a) 

Der immunreaktive Pool aus der vorhergehenden semipraparativen Kationen- 
Austauscher-Chromatographie wurde bei 45° C iiber eine analytische RP-Saule 
aufgetrennt (Abb. 5). Der hintere immunreaktive Pool mit hoherer Immunreaktivitat 
(schraffiert) wurde weiterverarbeitet. Die nicht aufgefuhrten Fraktionen enthielten 
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keine meBbare Immunreaktivitat. 

c) Analytische Kationen-Austauscher-Chromatographie des immunreaktiven 
Pools aus 4b) 

Der immunreaktive Pool wurde iiber eine analytische Kationen-Austauschersaule bei 
Raumtemperatur chromatographiert (Abb. 6). Die Immunreaktivitat im hPTH-(44- 
68)-RIA ist in Abbildung 6 zu sehen (schraffiert), die Messung im hPTH-( 53-84)- 
RIA ergab wiederum das gleiche Bild. Die nicht aufgefiihrten Fraktionen enthielten 
keine mefibare Immunreaktivitat. Die Fraktionen mit der hochsten Immunreaktivitat 
wurden gepoolt (Schraffur) und weiterverarbeitet. 

5. Hydrophobe Interaktionschromatographie des immunreaktiven Pools aus 
4c) 

Der immunreaktive Pool aus 4c) wurde mit Hilfe der hydrophoben 
Interaktionschromatographie bei Raumtemperatur weiter aufgetrennt (Abb. 7) und 
die Immunreaktivitat im hPTH-(44-68)-RIA gemessen (Abb. 7). Die nicht 
aufgefuhrten Fraktionen enthielten keine meBbare Immunreaktivitat. Die Fraktionen 
mit hochster Immunreaktivitat (schraffiert) wurden gepoolt und der Endreinigung 
zugefuhrt. 

6. a) Erste analytische RP-Chromatographie 

Der immunreaktive Pool aus 5) wurde iiber eine RP-Saule bei 25" C 
chromatographiert und die Immunreaktivitat mit dem hPTH-(44-68)-RIA verfolgt 
(Abb. 8). Die schraffiert angegebenen Fraktionen wurden rechromatographiert. 



b) Zweite analytische RP-Chromatographie 
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Der immunreaktive Pool aus 6a) wurde nochmals iiber eine RP-Saule gegeben (Abb. 
9). Mit Ausnahme der Temperatur, die bei dieser Chromatographie 45° C betrug, 
wurde unter den gleichen Bedingungen wie bei Stufe 6a) chromatographiert. Das 
Material des hoheren Peaks mit der Code-Nr. 51.5 wurde sequenziert. 

• 

III. Isolierung einer zweiten Fraktion (Code 54.5) mit Immunreaktivitat in 
mittelregional- und C-terminal-spezifischen Radioimmunassays fur 
Parathormon (PTH) 

Bei der Isolierung der Fraktion 51.5 traten bei der semipraparativen RP- 
Chromatographie (Stufe 3) 2 Pools mit Immunreaktivitat auf. Die Aufarbeitung des 
vorderen Pools aus Stufe 3 erfolgte in identischer Weise wie fur den hinteren Pool 
unter II. 4 bis 6 beschrieben. In Stufe 4b) wurden wiederum zwei immunreaktive 
Peaks gesehen, wobei in diesem Fall der vordere Peak uberwog und 
weiterverarbeitet wurde. Nach Durchlaufen der Stufen 4c) bis 6b) wurde eine 
Fraktion mit dem Code 54.5 erhalten, die ebenfalls einer Sequenzanalyse zugefuhrt 
wurde. 

IV. Sequenzierung der aus Hamofiltrat isolierten PTH-Peptide mit 
Immunreaktivitat in mittelregional- und C-terminal-spezifischen 
Radioimmunoassays fiir Parathormon (PTH) 

Die Fraktionen 51.5 und 54.5, deren Isolierung aus Hamofiltrat unter II und III 
beschrieben wurde, wurden mit Hilfe des Gasphasensequenators Typ 470 A 
(Applied Biosystems) sequenziert. Der EDMAN-Abbau (Edman und Begg, Eur. J. 
Biochem. L 80-91, 1967) erfolgte mit dem Standardprogramm PTHRUN. Die 
Analyse der derivatisierten Aminosauren wurde im on-line-Verfahren iiber einen ABI 
120 A Chromatographen unter Verwendung des Standardprotokolls ABI 
durchgefuhrt. 
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Fiir die Fraktion 51.5 konnte eine Sequenz von 39 Aminosauren bestimmt werden, 
weitere 5 Aminosaure-Reste konnten nur mit Vorbehalt ermittelt werden. Die 
gefundene Sequenz entspricht dem Abschnitt (38-76) des humanen PTH (Keutmann 
et al, Biochemistry 17, 5723-5729, 1978). 

Fiir die Fraktion 54.5 konnte eine Sequenz von 16 Aminosauren bestimmt werden. 
Die gefundene Sequenz entspricht dem humanen PTH-(38-53). 

Aus dem menschlichen Hamofiltrat konnten zwei Fraktionen isoliert werden, die 
beide sowohl in einem mittelregionalen als auch in einem C-terminalen PTH-RIA 
detektiert wurden. Beide Peptide beginnen mit der aminoterminalen Sequenz Gly- 
Ala-Pro-Leu-Ala-Pro-Arg-usw. , d.h. beide Peptide beginnen mit der Aminosaure 38 
des hPTH-Molekiils. Die letzte C-terminale Aminosaure kann fiir beide gefundenen 
Peptide nicht mit Sicherheit angegeben werden. 1m Fall der Fraktion 51.5 konnte 
fast bis zur Position 84 durchsequenziert werden. Das andere Peptid, von dem 
wegen der geringeren zur Verfugung stehenden Menge nur 16 Positionen durch 
Sequenzanalyse bestimmt werden konnten, hat mindestens eine Sequenzlange von 30 
Aminosauren, da es sonst nicht im C-terminalen RIA detektiert wiirde. C-terminale 
PTH-Peptide mit einem anderslautenden N-terminalen Sequenzanfang konnten nicht 
isoliert werden. Diese Befunde lassen den Schlufi zu, daB das hPTH-(l-84) zwischen 
den Aminosauren 37 und 38 gespalten wird, und daB dabei das biologisch aktive 
PTH-Fragment hPTH-(l-37) entsteht 



Beispiel 2 



Synthese des humanen Parathormon-Peptids hPTH-(l-37) 



1. Synthese des kieselgurverstarkten Fmoc-Leu-Harzes 
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Das Fmoc-Aminosaureanhydrid (5 Aquivalente) wurde in einem Minimalvolumen 
N,N-Dimethylformamid (DMF) gelost und in einem Rundkolben zu dem 
Hydroxymethylphenoxyacetyl-norleucin-Harz hinzugefugt. 4-Dimethylaminopyridin 
( 1 Aquivalent) wurde ebenfalls in einem Minimalvolumen DMF gelost und in den 
Rundkolben gegeben. Nach 1 Stunde Reaktionszeit wurde der UberschuB der 
Reagentien durch Filtration entfernt und das Harz auf einem Filter grundlich 
gewaschen. 

2. Srrategie der Synthese des humanen Parathormon Peprids hPTH-(l-37) 

Fur die Synthese des Peptids mit der Formel 

Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys-His-Leu-Asn-Ser-Met-Glu- 
Arg-Val-GluTrp-Leu-Arg-Lys-Lys-Leu-Gb-Asp-Val-His-Asn-Phe-Val-Ala-Leu 

wurde die DurchfluBmethode {Atherton und Sheppard, Solid phase peptide 
synthesis. IRL Press, Oxford, 1989) angewendet. Die genannte Pepudsequenz wurde 
mit Hilfe einer automatischen Peptidsynthese-Apparatur (Milligen 9050) unter 
Verwendung der Fmoc-Pentafluorophenylester (OPfp) synthetisiert. Folgende Fmoc- 
Aminosauren-OPfp wurden im UberschuB (4 Aquivalente) eingesetzt (verwendet 
wurden jeweils die Derivate der L-Aminosauren): 

Fmoc-Ala-OPrp Fmoc-Ala 

Fmoc-Asp(OBu t )-OPfp Fmoc-Asp(OBu l ) 

Fmoc-Met-OPfp Fmoc-Met 

Fmoc-Gl^OBu^-OPfp Fmoc-Glu( OBu 1 ) 

Fmoc-His(Trt)-OPfp Fmoc-His(Trt) 

Fmoc-Leu-OPfp Fmoc-Leu 

Fmoc-Arg(Mtr)-OPfp Fmoc-Arg(Mtr) 

Fmoc-Trp-OPfp Fmoc-Trp 
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Fmoc-Lys(BOC)-OPfp 

Fmoc-fle-OPfp 

Fmoc-Phe-OPfp 

Fmoc-Gly-OPfp 

Fmoc-Asn-OPfp 

Fmoc-Gln-OPfp 

Fmoc-Val-OPfp 

Fmoc-SerCBuVODhbt 



Fmoc-Lys(BOC) 

Fmoc-He 

Fmoc-Phe 

Fmoc-Gly 

Fmoc-Asn(Trt) 

Fmoc-Gln(Trt) 

Fmoc-Val 

Fmoc-Ser(Bu l ) 



Die Synthese kann auch mit Hilfe von in situ durch Zugabe von TBTP [0-(lH- 
BenzotriazoM-yl)-N,N,N\N'tetr^ gebiideten 
Hydroxybenzotriazolestern durchgefiihrt werden. 

Das Peptid wurde vom Tragerharz durch Zugabe einer Mischung von 
Trifluoressigsaure-Anisol-Ethandithiol-Phenol 94:2:2:2 (v/v/v/w) abgespalten und 
mit Ether gefalit. Das HPLC-gereinigte Peptid wurde mit Hilfe von 
Aminosaureanalyse, analytischer HPLC und Aminosauresequenzanalyse 
charakterisert. 

3. Praktische Durchftihrung der Synthese des humanen Parathormon-Peptids 
hPTH-(l-37) 

Die Synthese von 

Ser-Val-Ser-Glu-fle-Gln-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys-His-Leu- 
Asn-Ser-Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Lys-Leu-Gln-Asp- 
Val-His-Asn-Phe-Val-Ala-Leu (I) hPTH-(l-37) 



wurde mit dem automatischen 9050 PepSynthesizer (Programm Version 1.3), 
MilliGen/Biosearch, nach der continuous flow-Methode durchgefiihrt. Fmoc- 
Aminosaurepentafluorophenylester waren L-konfiguriert und in 0,8 mmol-Portionen 
verwendet. Alle zur Synthese notwendigen Reagenzien warden von 
MilliGen/Biosearch bezogen: N,N-Dimethylformamid, 20 % Piperidin in N,N- 
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Dimethylformamid und 1-Hydroxybenzotriazol. Die L-Aminosaurederivate wurden 
in vierfachem UberschuB eingeselzt. Die terminalen Aminogruppen waren Fmoc- 
geschiitzt. Asparagin- und Glutaminsaure wurden als N w -tert-butylester, Tyrosin und 
Serin als tert-butylether, Histidin und Lysin als N w -Boc-Verbindungen und Arg als 
N -2,2,5, 7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl(Pmc)-Derivat eingesetzt.Die Synthese 
wurde ausgehend vom Kieselgur-Harz Fmoc-Leu-Pepsyn KA (MilliGen/Biosearch), 
also mit tragergebundener C-terminaler Aminosaure (0,091 meq Leu/g, 1,60 g) 
durchgeflihrt. Die Acylierung von Fmoc-Arg(Pmc)-OH wurde unter Anwesenheit 
von 0^1H-Benzotriazol4-yl)-N,N,N\N , 4etramethyluronium^etrafluoroborat 
(TBTU), 1-Hydroxybenzotriazol und Diisopropylethylamin durchgefiihrt. Folgender 
Synthesecyclus wurde verwendet: Fmoc-Abspaltung mit 20 % Piperidin in DMF (7 
min), waschen mit DMF (12 min), Acylierung (30 min; bei Fmoc-Val-OPfp 45 min), 
und waschen mit DMF (8 min). Die fortschreitende Synthese wurde durch 
kontinuierliche UV-Detektion verfolgt. Die Synthese wurde mit der Abspaltung des 
N-terminalen Fmoc-Restes abgeschlossen. Das harzgebundene Peptid wurde dreimal 
mit je 50 ml Isopropanol, Eisessig, Isopropanol und Diethylether gewaschen und 
getrocknet. 

Die Abspaltung vom Harz erfolgte mit Trifluoressigsaure/Phenol/ 
■ Ethandithiol/Thioanisol/Wasser 10 : 0,75 : 0,25 : 0,5 : 0,5 (v/w/v/v/v, 5 ml). Die 
Losung wird in vacuo eingeengt und das Produkt durch Zugabe von Diethylether 
ausgefallt. Das erhaltene Rohpeptid wird mehrere Male mit Diethylether gewaschen 
und getrocknet. Aus 240 mg Peptid-Harz werden so 65 mg Rohpeptid erhalten. 

Die Reinigung erfolgte unter Benutzung eines in unabhangiger Synthese hergestellten 
Standards von hPTH-(l-37), dessen korrekte Sequenz durch MS 
(Massenspektrometrie) und Sequenzanalyse bestatigt war. Im ersten Schritt wurde 
das deblockierte Rohmaterial mit einer Kationen-Austauscher-HPLC gereinigt 
(Parcosil PepKat 2x10 cm, 300 A, 7^, Flufirate 9 ml/ min, 230 nm, Elutionsmittel 
A= 5 mM NaH 2 PO^; B= 5 mM NaH 2 P0 4 + 1 M NaCl, Gradient: 5 % ^100 % in 
60 min), wobei der Hauptpeak entsprechend der Referenzsubstanz bei 28,17 min 



23 




WO 91/06564 PCT/EP90/01807 

~ 2H 



erscheint (Abb. 14). Im zweiten Reinigungschritt bei gleichzeitiger RP-HPLC zur 
Entsalzung (Parcosil ProRP C4 2 x 10 cm, 300 A, 7 m, Fluflrate 7 ml/min, 230 nm, 
Elutionsmittel A= 0,1 % Trifluoressigsaure in Wasser; B= 0.1 % Trifluoressigsaure in 
Acetonitril/Wasser 4:1, Gradient: 0 % ■* 100 % B in 60 min). Ausbeute: 6,6 mg (1,5 
mmol, 14,8 %) wurde ein Peak bei 30,80 min erhalten (Abb. 15), der in einer 
analytischen RP-HPLC mit C18-Material einen scharfen einheitlichen Peak ergibt 
(Abb. 16). 

Die Identitat des synthetisierten Materials mit der vorgegebenen Primarstruktur von 
PTH-(l-37) wurde durch MS (Plasmadesorptionsmethode, Bio-Ion, Applied 
Biosystems) (Abb. 17) und Gegensequenzierung in einem Gassphasensequenator 
(Modell 470, Applied Biosystems) nachgewiesen. Die biologische Aktivitat des 
synthetischen PTH-(l-37 wurde im Funktionstest durch die differentielle 
Muskelkontraktion von Pulmonalarterien gegeniiber der Arteria renalis 
nachgewiesen: dieser zeigte, daB das synthetische Material eine korrekte biologische 
Aktivitat aufweist. 



Beispiel 3 



Nachweis des biologisch aktiven, zirkulierenden humanen PTH als hPTH-(l-37) 



Wie in Beispiel 1 beschrieben, wurde Hamofiltrat chromatographisch aufgearbeitet, 
wobei das synthetische hPTH-(l-37) gemaU Beispiel 2 als Referenzsubstanz 
eingesetzt wurde (Abb. 10). Auf diese Weise konnte aus dem Hamofiltrat eine 
Fraktion nachgewiesen werden, die Immunreaktivitat mit aminoregionaler Spezifitat 
im hPTH-Radioimmunassay zeigte. Diese Fraktion wurde in gleicher Weise wie in 
Beispiel 1 gereinigt und als hPTH-(l-37) charakterisiert. Dabei wurde nachgewiesen, 
daB mit der verwendeten Parcosil-RP-Saule hPTH-(l-37) eindeutig von weiteren 
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PTH-Fragmenten unterschieden werden kann (Abb. 10), namlich hPTH-(l-33), 
hPTH-(l-34) und hPTH-(l-38). 



Funktionelle Analyse von hPTH-(l-37) zum Nachweis seiner biologischen Aktivitat 

Veranderung des intrazellularen Spiegels von cyclischem 3\5'- 
Adenosinmonophosphat (cAMP) bei Phaochromozytomzellen (PC- 12) der Ratte 
, nach Applikation von humanen Parathormon-Peptiden hPTH-(l-33), hPTH-(l-37) 
und hPTH-(l-38). 

In Vorversuchen wurde gezeigt, dafi eine Phaochromozytomlinie der Ratte (PC- 12) 
auf Zugabe von PTH mit einer Erhohung des intrazellularen cAMP-Spiegels reagjert. 
Daraufhin wurde die Wirkung des synthetischen hPTH-Peptides (1-37) mit der 
Wirksamkeit anderer N-terminaler PTH-Fragmente [hPTH-(l-33) und hPTH-(l-38)] 
in diesern Zell-System verglichen. 

Es wurde eine PC- 12 Zell-Linie verwendet. Die Zellen wurden in RPMI-Medium 
1640 (Gibco) mit 10 ml/L L-Glutamin 200 M (Gibco), 10 % Pferdeserum, 5 % 
FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Als Phosphodiesterase-Hemmer 
wurde 4-Isobutyl-l-methyl-xanthin (IBMX) von Sigma verwendet. Es wurden 
Kulturschalen mit 24 Lochern (Durchmesser 16 mm) (Costar), beschichtet mit Poly- 
L-Lysin, verwendet. Die Beschichtung erfolgte mit steril filtrierter Poly-L-Lysin- 
Losung (100 mg/L) fur 1 Stunde bei 37' C. 

Es wurden die folgenden hPTH-Peptide untersucht: 



Beispiel 4 



hPTH-(l-33) (MW. 3971,2; Peptidgehalt 76,9 %), hPTH-(l-37) (MW. 4401,0; 
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Peptidgehalt 74,5 %) und hPTH-(l-38) (MW. 4458,0; Peptidgehalt 81,8 %). 

Die Zellen wurden nach Ausbildung eines dichten Zellrasens (nach ca. 4-8 Tagen) 
verwendet. Die Inkubation erfolgte mit 1 ml Zellmedium bei Raumtemperatur. Die 
PTH-Peptide wurden unmittelbar vor Versuchsbeginn mit Zellmedium verdiinnt. Im 
ersten Versuchsansatz wurden 1,5 x 10 5 Zellen mit 10~ 7 M hPTH-(l-33), hPTH-(l- 
37) und hPTH-(l-38) in Gegenwart von 10-4 IBMX 0, 2,5, 5, 10 und 20 
Minuten lang inkubiert. Zur Kontrolle wurden Zellen 20 Minuten lang nur mit 
IBMX inkubiert. Die Werte sind Mittelwerte von Dreifachansatzen ± S.D. (vgl. 
Abb. 11). 

In einem zweken Versuchsansatz wurden 2,2 x 10 5 PC-12-Zellen 5 Minuten lang mit 
jeweils 10-" (Doppelansatz), 1(W0 io-P 10^ und l(h 7 M hPTH-(l-33), hPTH-(l- 
37) und hPTH-(l-38) in Dreifachansatzen in Gegenwart von 10^ M IBMX 
inkubiert und die intrazellulare cAMP-Konzentration gemessen. IBMX- 
Kontrollwerte ohne PTH: 18,0, 26,1, 20,9. Die abgebildeten Werte sind 
Mittelwerte ± S.D. (vgl. Abb. 12). 



Der Zusatz von PTH und IBMX erfolgte gleichzeitig. Nach Absaugen des Mediums 
wurde die Reaktion durch Zusatz von 1 ml 99 % Ethanol gestoppt. Die Zellen 
wurden abgekratzt und mit dem Ethanol in Plastikrohrchen (Greiner) iiberfuhrt. Die 
Kulturschale wurde mit 66 % Ethanol nachgespiilt, die Uberstande vereinigt und 
zentrifugiert. Der Uberstand wurde im Wasserbad (50° C) unter Stickstoffbegasung 
eingedampft. Die Konzentration des cAMP wurde mit Hilfe eines 
Radioimmunoassay-Kit (NEN) bestimmt. Die Messung erfolgte nach den vom 
Hersteller angegebenen Vorschriften. Die eingesetzten Mengen an cAMP-Standard, 
c AMP-Antiserum-Komplex, cAMP 12 5 I-Tracer-Konzentrat, c AMP-Tragerserum 
und cAMP-Prazipitator betrugen 50 % der vom Hersteller angegebenen Menge. 

Die Ergebnisse zeigen, dafi signifikante Unterschiede in der Wirksamkeit des hPTH- 
(1-37) im Vergleich zu anderen, nicht endogen vorkommenden PTH-Peptideh in dem 
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untersuchten Zellsystem bestehen. Dieses Ergebnis laBt auf Unterschiede in der 
Konformation dieser Peptide schlieflen, die sich, wie hier gezeigt, auf die Aktivierung 
des PTH-Rezeptor-Adenylatcyclase-Systems auswirken, dariiber hinaus aber auch die 
Antigenitat beeinflussen. 



Beispiel 5 



Untersuchungen zur Sekundarstruktur der Parathormon-Fragmente hPTH-(l-33), 
hPTH-(l-37) und hPTH-(l-38) durch Zirkular-Dichroismus 



Die Messung des Zirkular-Dichroismus-Spektrums erfolgte mit einem Jasco J-500 
Automatic Recording Spectropolarimeter gekoppelt mit einem Jasco DP- 500 Data 
Processor. Zur Bestimmung der Sekundarstruktur wurde im Spektralbereich 190- 
240 nm, bei Raumtemperatur, in einer ausgewahlten Quarzkuvette, bei einem "light 
path" von 1 mm, gemessen. Die eingesetzte Parathormonkonzentration betrug 50 
Mg/ml hPTH-(l-33), 50 ptg/ml hPTH-(l-37) und 50 /ig/ml hPTH-(l-38). Zur 
Losung wurde 10 mM TRIS-HCl-Puffer pH 7,5 verwendet. (Ubrige 
Mefibedingungen: Empfindlichkeit, 2 milli Grad/cm; Zeitkonstante, 2 sek. 
Schreibergeschwindigkeit, 5 nm/min.; Wellenlangenexpansion, 5 nm/cm.) Die 
Kurven in der Abbildung 13 fiir hPTH-(l-33), hPTH-(l-37) und hPTH-(l-38) sind 
Mittelwerte der Signale von 4 aufeinander folgenden Messungen abziiglich der 
Basislinienwerte . 



Die Auswertung zur Ermittlung der Sekundarstruktur erfolgte nach dem von Reed 
und Kinzel {Biochemistry 23, 1357-1362, 1984) beschrieben Verfahren. Aus den 
vorhandenen Daten wurde fur die Sekundarstruktur des hPTH-(l-38) ein a-Helix- 
Anteil von etwa 27 % errechnet. Das urn eine Aminosaure kiirzere PTH-Fragment 
[hPTH-(l-37)] dagegen weist einen deutlich hoheren Anteil an a-Helix-Struktur von 
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etwa 40-45 % auf. Der Anteil an a-Helix beim hPTH-(l-33) ist wieder ahnlich 
niedrig wie beim hPTH-(l-38). 

Aus den Untersuchungen folgt, dafi bedingt durch die erheblichen Unterschiede in 
der Sekundarstruktur die Peptid-Rezeptor-Interaktionen und Immunoepitop- 
Eigenschaften des PTH-Fragments hPTH-(l-37) gegeniiber den iibrigen Fragmenten 
deutlich verschieden sein miissen. 



Untersuchungen zur biologischen Aktivitat von hPTH-(l-37) auf die glatte 
Muskulatur der Lungengefasse und des Corpus cavernosum (mannliches 

Genitalorgan). 



Die glatte Muskulatur der Lungengefasse und des Corpus cavernosum wurden aus 
menschlichen Operationspraparaten und bei Kaninchen gewonnen und in einem 
geeigneten Organbadsystem zur Messung der Kraftentwicklung eingespannt und 
untersucht. Es wurde festgestellt, dafi diese Muskulatur gegeniiber anderen glatten 
Muskeln des menschlichen Organismus nach Vorkontraktion mit verschiedenen 
kontraktionsaktivierenden Stoffen durch Zugabe des hPTH-(l-37) in 
Konzentrationen im Bereich von 10 -9 Mol eine deutliche Relaxation zeigt, was 
beweist, daB das hPTH-(l-37) fur die Vasorelaxation der Lungengefasse und die 
Durchblutungsaktivierung des mannlichen Gliedes ein besonders geeignetes Peptid 
darstellt. 



Beispiel 6 



V> U y 1/U0304 

23 




Patentanspruche 

1. hPTH-Fragment-(l-37) mit der Aminosaurensequenz Ser - Val - Ser - Glu - Hp - 
Gin - Z.g» - Afgf - Hi s - Asn - Leu - Glv - Lvs - His - Leu - Asn - Ser - Met - Glu - 
Are - Val - Glu - Tm - Leu - Arz - Lvs - Lvs - Leu - Gin - Asp - Val - His - Asn - 
Phe - Va l - Ala - Leu sowie seine natiirlichen und pharmakologisch vertraglichen 
Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, phosphorylierte und glycosylierte 
hPTH-(l-37)-Derivate. 

2. Verfahren zur Herstellung des hPTH-Fragmentes-(l-37) oder seiner Derivate 
nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB dieses iiber eine prokaryontische oder 
eine eukaryontische Expression hergesteUt und chromatographisch gereinigt wird. 

3. Verfahren zur Herstellung des hPTH-Fragmentes-(l-37) oder seiner Derivate 
nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB man es aus menschlichem Blut iiber 
ubliche Chromatographic- Verfahren in bekannter Weise isoliert. 

4. Verfahren zur Herstellung des hPTH-Fragmentes-(l-37) oder seiner Derivate 
nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB man das hPTH-Fragment-(l-37) 
durch die ublichen Verfahren der Festphasen- und Fliissigphasen-Synthese aus den 
geschiitzten Aminosauren, die in der ausgegebenen Sequenz enthalten sind, herstellt, 
deblockiert und es mit den gangigen Chromatographie- Verfahren reinigt. 

5. Arzneimiitel, enthaltend das humane, zirkulierende Nebenschilddrusenhormon 
nach Anspruch 1 oder hergestellt nach Anspriichen 2 bis 4, das hPTH-Fragment-(l- 
37) als aktiven.Wirkstoff neben ublichen Hilfs- und Zusatzstoffen. 

6. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Behandlung von 
Erkrankungen der Nebenschilddriise, insbesondere bei deren Unterfunktion 
( Hypoparathyreoidismus) . 
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7. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Behandlung von 
degenerativen Knochenerkrankungen, insbesondere der Osteoporose. 

8. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Behandlung von 
Knochenfrakturen in der Heilungsphase. 

9. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Behandlung von 
Kreislauferkrankungen, die mit Erhohung des Blutdruckes einhergehen, insbesondere 
der essentiellen Hypertonie. 

10. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Behandlung von 

■ Lungenerkrankungen, die mit Erhohung des Blutdruckes im kleinen Kreislauf 
einhergehen, insbesondere der primaren pulmonalen Hypertonie. 

11. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Behandlung von 
Nierenerkrankungen, die mit Storungen der Elektrolytausscheidung einhergehen, 
insbesondere bei der akuten NiereninsufSzienz sowie Phosphat- und Calcium- 
Ausscheidungsstorungen. 

12. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Behandlung von akuten 
Erkrankungen, gemaB Anspriichen 6 bis 11, indem es in geeigneter Form fiir die 
Behandlung in der Intensivpflege dieser Erkrankungen benutzt wird. 

13. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 zur Behandlung der mannlichen 
Impotenz, in galenisch geeigneten, pharmazeutischen Zubereitungen, insbesondere in 
injizierbaren Losungen, allein oder kombiniert mit anderen Peptiden wie 
Cardiodilatin/Urodilatin und/oder Calcitonin- Gene-Related-Peptide (CGRP) fur die 
phasenweise Behandlung in der Fertilisationspflege und Impotenz, wobei das Peptid 
hPTH-(l-37) in Einzeldosen zwischen 1 und 10 Mikrogramm vorzugsweise in das 
mannliche Glied appliziert wird. 
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1 4 . Verwendung des Arzneimittek nach Anspruch 5 zur Diagnose von 
Erkrankungen, insbesondere nach irgendeinem der Anspriiche 6 bis 13, indem 
spezifische Antikorper gegen das synthetische Peptid hergestellt werden und die 
Blutkonzentration von hPTH-(l-37) iiber Immuntests gemessen wird. 

15. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 5 in verschiedenen galenischen 
Applikationsformen, insbesondere der lyophilisierten, mit Mannit aufgenommenen 
Form in sterilen Ampullen zur Auflosung in physiologischer Kochsalzlosung 
und/oder Infusionslosungen zur wiederholten Einzelinjektion und/oder 
Dauerinfusion in Mengen von 300 Mikrogramm bis 30 Milligramm reines hPTH-(l- 
37) pro Therapie-Einheit 
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Art < 



Kennzeichnung der Veroffentlichung 11 .soweit erforderlich unter Angabe der maCgeblichen Teile 12 



Betr. Anspruch Nr. 13 



Chemical Abstracts, Band 102, Nr. 17, 29 April 
1985, (Columbus, Ohio, US), Zull, James E et 
al.: "Characterization of parathyroid hormone 
fragments produced by cathepsin D." , siehe 
Seite 97, Zusammenfassung 143622q, & J. Biol. 
Chem. 1985, 260( 3), 1608-1613 



Chemical Abstracts, Band 106, Nr. 5, 2 Februar 

1987, (Columbus, Ohio, US), Pillai, Sreekumar 
et al.: "Production of biologically active 
fragments of parathyroid hormone by isolated 
Kupffer cells", siehe Seite 92, Zusammenfassung 
28085n, S J. Biol Chem. 1986, 261(32), 

14919-1^923 
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• Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen ' 3 : 
*A* Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik 

definiert, aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 
*£' alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem interna- 

tionalen Anmeldedaturn verbffenllicht worden ist 

'V Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Priorititsanspruch 
zweirelhaft erscheinen zu lassen, oder durch die das Verbf- 
fenllichungsdatum einer anderen im Recherchenbericht ge- 
nannten Veroffentlichung belegt werden soil oder die aus ein- 
em anderen besonderen Grund angegeben ist (wte ausgefuhrt) 

r O* Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maflnahmen 
bezieht 

"p* Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldeda- 

tum, aber nach dem beanspruchten Priorttatsdatum veroffent- 
licht worden ist 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen An- 
meldedatum oder dem Prioritatsda turn veroffentlicht worden 
ist und mit der Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum 
Verstandnis des der Erfindung zugrundeliegenden Prinzips 
oder der ihr zugrundeliegenden Theorie angegeben ist 

*X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung, die beanspruch- 
te Erfindung kann nicht als neu oder auf erfinderischer Tatig- 
keit beruhend betrachtet werden 

"Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung, die beanspruch- 
te Erfindung kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit be- 
ruhend betrachtet werden, wenn die Veroffentlichung mil 
einer oder mehreren anderen Veroffentlichungen dieser Kate* 
gorie in Verbindung gebracht wird und diese Verbindung fur 
einen Fachmann naheliegend ist 

*&" Veroffentlichung, die Mitglied dersefben Patentfamilie ist 



IV. BESCHEINIGUNG 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

25. Februar 1991 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

W MAR 1331 


Iniernfeitonaie RecnercntftDenoroe 

Europatsches Patentamt 


Unterscnmt des oevoilmacnngien Beaienstelen\ j 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Januar 198S) 



Art ' 



Internationales Aktenzeichen 



HL E1NSCHLAG1GE VEROFFEN Will II H I II [Fortsetzung von Blatt 2) 



, CT/EP 90/01807 



Kennzeichnung der Verbffentlichung, soweit erfordgrlich unter Angafae der maSgeblichen Teile 



Setr. Anspruch Nr. 



EP, A2, 0110294 (HESCH, ROLF DIETER) 
13 Juni 1984, 
siehe Dokument insgesamt 



Patent Abstracts of Japan, Band 7, Nr 39, C151, 
Zusammenfassung von JP 57-192350, pub! 1982-11-26 
Tanpakushitsu Kenkiyuu Shiyoureikai 



EP, A2, 0293159 (MERCK & CO. INC.) 
30 November 1988, 
siehe Dokument insgesamt 
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FormDIatt PCT/ISA/210 (Zusatzbogen) (Januar 1985) 



♦ 



iMtrna-.ior.alesAk^B-.hen ?CT/E? 90/Ol807 



1 WEtTEF.g A,\'GAB~N ZU 3LATT 2 



V. 



8SMERKU 



NGSN ZU DEN ANSPRGCHEN. DIE S1CH ALS N1CHT RECHE8CH1SR BAR ERWIESEN H ABEN 1 



GemaG Anikel 17 Abwtz 2 Buchytabe a sind bestimmte Anspniche bus folgenden Grunden nicht Gegenstand der imernstionalen 
Recherche gew«en: 

1. 0 AnsprOche Nr.6 - 13 15weil sie sich auf Gegennande beziehen. die ru recherchieren die Sehcrde nicht verpflichtet irt, namtich 

Verfahren zur therapeut ischen Behandlung des menschlichen 
oder tierischen Korpers. Regel 39 (iv). 

2. CU Anspru-he Nr weii sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen. die den voroesehriebenen Anforderungen 

so wenig entsprechen, daS eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhn werden kann, namhcft 



□ 



AnsprOche Nr. 



, weii sie abhangige Anspruche und nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) PCT abgefaGt sind. 



VI. | | BEMERKUNGEN BEI MANGE LNDER EINHE1TLICHKE1T DER ERFINOUNG 2 



Die Internationale Recherchenbehorde hat f estgesteiit. daG diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen en;h 5 lt: 



1. [Z] Da der Anmeider alle erforderlichen zusatzlichen Recherchencebuhren rechtzeitig entrichtet hat. ernreekt sich der Internationale 
Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspniche der internationalen Anmeldung. 

Da der Anmelc'er nur< 
tionale Rechercnenber 



r einioe der erforderlichen rusaizlichen Recherchengebiihren rechtreitic entrichtet hat. entr ecfct sich der interna* 
ericht nur auf die Anspriiche der internationalen Anmeldung, fur die Gebuhren cezahtt werden sind. nami.eh 



3. O Der Anmeider hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchencebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recherchen- 

bericht beschrar.kt sich daher auf die in den Ansprvichen zuerst erwahnte Erfindung; sie m in folgenden Anspruchen ertatit. 

4. O Ca fur alie recherchierbaren AnsprOche eine Recherche chne einen Arbeitsaufwand durchgefuhn werden konme, der eine zu- 

sasliehe necherchengebiihr gerechtfertigt hstte, hat die Internationale Recherchenbehcrce erne solche Gebuhr n.cht verlangt. 

Bemerkung hinsichtiich sines Widersprucht 

s£tz lichen G&bOhrtn wurden vom Anmeider unter Widerspruch gerahlt. 
[ | Ole Zahlung zusanlicher Gebuhren erfotgte ohne Widen pruch. 
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